gb SARS-CoV-2
Multiplex

Kat. ¢.: 3231-050

generi biotech

UCEL POUZITI

Souprava gb SARS-CoV-2 Multiplex umoziiuje stanoveni pfitomnosti viru
SARS-CoV-2 (Wuhan coronavirus 2019) na zakladé multiplexni detekce
virovych genli E a RdRP. Stanoveni vychazi z protokold publikovanych
laboratofemi Charité (Berlin) a Institut Pasteur (Paffiz).

PRINCIP VYSETRENi

VySetfeni je zalozeno na metodice jednokrokové (one-step) RT-qPCR.
Souprava obsahuje viechny potfebné komponenty pro provedeni
stanoveni.
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PRACOVNI POSTUP

1) Pfed kazdym pouzitim nechte reagencie
rozmrznout, dikladné je promichejte a kratce stocte.

kompletné

Provedeni izolace RNA

2) Pridejte 10 pl EPC Template RNA (zkumavka se Zlutym
vitkem) do kazdé izolacni reakce.

3) Je doporuteno pfipravit samostatnou negativni kontrolu
izolace s Deionized Water jako vzorkem a s 10 upl EPC
Template RNA v reakci.

4) Provedté izolaci RNA podle standardniho izola¢niho protokolu
vasi laboratore.

Provedeni RT-qPCR

5) Preneste 10 pl (x poCet vzorki) ze zkumavky Master Mix
OneStep Multi (zkumavka s modrym vickem) a 5 pl (x pocet
vzork(l) Assay CoV-2 E-RdRP (zkumavka se zelenym vickem)
do nové zkumavky, fadné promichejte, stocte a oznacte datem
pripravy. Takto pfipravite kompletni assay. Se smési
zachazejte dle instrukci uvedenych v kapitole Podminky
skladovani a manipulace.

Alternativn/ krok: Pokud nebyl EPC Template RNA pfidan do
izolace, lze jej pouzit jako interni pozitivni kontrolu v PCR.
V takovém pfipadé pipetujte 0,25 pl (x pocet vzork(l) do
kompletni assaye.

6) Pripravenou kompletni assay rozpipetujte po 15 ul do
zkumavek urcenych pro cyklér nebo do jamek plata.

7) Kassayi pfidejte 5 pl vzorku templatu a kratce stocte.

— V jednotlivych runech je pro spravné vyhodnoceni nutna
analyza Positive Control CoV-2 a Deionized Water jako
NTC kontroly.

— Jako templat pouzijte RNA pfipravenou podle kroki
uvedenych vy3e.

— RNA analyzuijte co nejdfive po izolaci.

—  Kontrolu kvality izolované RNA je mozné provést pomoci
kitu gb Human B2M mRNA (kat. ¢. 3153).

8) Analyzu vzorkd v real-time PCR
bezprostfedné po pripravé reakci.

cykléru  provedte

Amplifikacni protokol a sbér dat

e Na real-time PCR cykléru nastavte nasledujici teplotni profil:

reverzni transkripce 42°C | 30 min

pocate¢ni denaturace 95°C | 3min

denaturace 95°C| 10s

anne,allr)g’+ elongace 60°C | 305 50 cykld
(+ snimani fluorescence)

e Celkovy objem PCR reakce je 20 pl, zohlednéte tuto skute¢nost pfi
nastaveni cykléru.

e Pfi pouziti pfistroje Rotor-Gene je nutné nastavit Gain tak, aby zakladni
fluorescence byla v rozsahu 5-10 RFU. Pozor - pokud je Gain
nastavovan pied analyzou, teplota optimalizace Gain nesmi pfesahnout
42°C.

o Snimani fluorescence musi byt aktivni pro kanaly FAM/SYBR, HEX/JOE/VIC
a Cy5.

o Navod pro nastaveni cykléru pred spusténim analyzy naleznete na adrese:
https://www.generi-biotech.com v sekci ,Ke staZeni” a fidte se manualem
vyrobce daného pfistroje.
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ANALYZA VYSLEDKO

Vyhodnoceni pfitomnosti viru SARS-CoV-2 v testovaném vzorku provedte
na zakladé analyzy Ct hodnot, které ziskate pomoci softwaru vaseho
real-time PCR cykléru. Limit detekce™ soupravy je 2,1 kopii/rxn.

* limit detekce stanoven probit analyzou na hladiné spolehlivosti 95 %

Signal vdaném fluorescentnim kanalu odecltéte jako hodnotu Ct
(threshold cycle, prahovy cyklus) v mddu kvantifikace. Ct hodnoty pro
virové geny odectéte v kanalech FAM a HEX, Ct hodnoty pro externi
pozitivni kontrolu v kanalu Cy5. U silné pozitivnich vzorkli nemusi byt
externi pozitivni kontrola amplifikovana. Pro vSechny aktivni kanaly je
nutné pro odelet nastavit stejnou hodnotu prahové fluorescence
(threshold). Dodrzujte instrukce od vyrobce cykléru.

Nejprve ovéfte validitu analyzy. Zobrazte signaly reakci kontrolnich
vzorkd.

Validita analyzy

Analyza je povazovana za validni, pokud signaly kontrol odpovidaji
nasledujicimu rozdéleni:

—  Positive Control CoV-2 - signaly v kanalech
FAM/SYBR, HEX/JOE/VIC a Cy5
—  Deionized Water jako negativni kontrola izolace - signal
v kanalu Cy5
—  Deionized Water jako NTC - zadny signal
Pokud je analyza potvrzena jako validni, pokracujte s hodnocenim vzorkd.
V opacném pfipadé postupujte dle doporuceni uvedenych v kapitole
Reseni potizi.
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Interpretace vysledkii

Konecnym vystupem analyzy dat je urceni pfitomnosti viru SARS-CoV-2 (tj.

pozitivity vzorku).

Vysledek VALIDNI FAM HEX Cy5

Pozitivni + + +/-

Negativni - +
A, Ct235 +

Nizka pozitivita i Cts 35 R

Pozitivni na jiny virus

nez SARS-CoV-2 z Ct<35 +/-

podrodu Sarbecovirus *

Vysledek NEVALIDNi ** FAM HEX Cy5

ey (@5 | |

K : Ct> 35 -

Nespolehlivy vysledek - (t<35 +/-

U téchto wvysledkl doporuCujeme nezavislou analyzu

gb Sarbeco N (primary test) a gb SARS-CoV-2 N (confirmation test) pro ovéfeni

pitomnosti viru na zakladé genu N.

soupravami

** Kvalitu vzorku je mozné ovéfit pomoci soupravy gb Human B2M mRNA.

RESENI POTIZ

Vysledky testovani mohou byt povazovany za spravné pouze v pfipadé
dodrZeni instrukci uvadénych v pfilozeném manualu. V pfipadé nespravnych
vysledk kontrolnich vzorkd zkontroluijte:

—  datum expirace soupravy

—  podminky skladovani a manipulace

— nastaveni pipet a cykléru

Zjisténi: Navrh feSeni:
V reakci negativni kontroly (Deionized
Water) je detekovan signal v kanalu
FAM a/nebo HEX.

V reakci negativni kontroly je pomoci
jedné detek<ni assaye opakované
detekovan signal v kanalu FAM a/nebo
HEX.

Pravdépodobné doslo ke kontaminaci
reakci templatem. Zopakuijte analyzu.

Pravdépodobné doslo ke kontaminaci
assaye templatem. Zopakujte analyzu
s novym alikvotem dané assaye.

Pravdépodobné doslo ke kontaminaci
komponenty Deionized Water
templatem. Zopakujte analyzu

s ultracistou vodou z jiného zdroje.

V reakci negativni kontroly je
opakované detekovan signal viech
assayi v kanalu FAM a/nebo HEX.

Standard Positive Control nebyl
detekovan nebo byl detekovan pouze
v jednom/ve dvou kanalech.

V negativni kontrole izolace byl
detekovan signal v kanalu FAM a/nebo
HEX, avsak v negativni kontrole PCR
(NTC) Zadny signal detekovan nebyl.

Pravdépodobné doslo k pipetovaci
chybé. Zopakujte analyzu.

Pravdépodobné doslo ke vzajemné
kontaminaci mezi vzorky. Pfipravte
nové izolaty RNA.

EPC Template RNA pravdépodobné
nebyl pfidan do izolacnich reakci
nebo doslo k selhani izolacniho
postupu. Zopakujte analyzu podle
kapitoly Pracovni postup.

V negativni kontrole izolace nebyl
detekovan signal v kandlu Cy5.

U vy3etfovaného vzorku nebyl
naméfen signal ani v jednom z kanald,
ackoliv analyza je vyhodnocena jako
validni.

Selhani analyzy bylo pravdépodobné
zplisobeno inhibici PCR. Provedte
analyzu s novym izolatem RNA.
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SLOZENi A POPIS KOMPONENT SOUPRAVY

Komponenta ¥ Objem Potet? Koncentrace
@ Assay CoV-2 E-RdRP 0,25 mL ¥ 1 4
© Master Mix OneStep Multi 0,5mlL? 1 2x
@ Positive Control CoV-2 0,2 ml 1 4x
O EPC Template RNA 0,25 ml 2
O Deionized Water 1,0 ml 1

1) Barva vitka na zkumavce odpovida typu reagencie.
2 Potet uveden pro baleni po 50
% Objem odpovida 50 PCR reakcim o objemu 20 p.

Assay CoV-2 E-RdRP

Assay CoV-2 E-RdRP je smés amplifikacnich primer( a fluorescencné
znaenych sond. Sondy umozriuji detekci virového genu E v kanalu FAM
(XEXCITACE =495 nm, Aemise = 520 nm); virového genu RdRP v kanalu HEX
(Aexamace = 535 nm, Aemise = 556 nm) a externi pozitivni kontroly v kanalu
Cy5 (Aexamace = 650 nm, Agwse = 670 nm). V pfitomnosti virovych gend
mizeme tedy zaznamenat a7 tfi signaly, zatimco za jejich nepfitomnosti
zaznamename pouze signal externi pozitivni kontroly v kanalu Cy5. Assay
je dodana ve zkumavce se zelenym vickem. Smichanim s Master Mix
OneStep Multi ziskate kompletni assay urCenou k okamZitému pouZiti.

Master Mix OneStep Multi

Master Mix OneStep ve zkumavce s modrym vickem je optimalizovana
smés pufru, reverzni transkriptazy, polymerdzy a nukleotidd, kterd je
nezbytna pro priibéh RT-gPCR.

Positive Control CoV-2

Positive Control CoV-2 slouzi jako pozitivni kontrola (standard) k ovéfeni
validity analyzy. Je dodana ve zkumavce s Cervenym vickem. P
manipulaci s pozitivni kontrolou pracujte tak, aby nedoslo ke kontaminaci
jinych Casti soupravy a analyzovanych vzorkd.

EPC Template RNA

EPC Template RNA piedstavuje externi pozitivni kontrolu pro ovéfeni
izolaCniho procesu. Je dodana ve zkumavce se zlutym vitkem.

Deionized Water

Deionizovana voda slouzi jako negativni kontrola do izolace a jako
kontrola bez templatu (NTC - no-template control) v PCR. Je dodana ve
zkumavce s transparentnim vickem.
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Reagencie a vybaveni, které nejsou soucasti soupravy

e souprava i reagencie na izolaci virové RNA

e jednorazové plastové zkumavky, stripy nebo plata vhodna pro real-time
PCR cyklér

e nastavitelné mikropipety s odpovidajicim rozsahem

e jednorazové pipetovaci Spicky s filtrem

o laboratorni vortex a centrifuga

o real-time PCR cyklér se softwarem

VAROVANI A OPATRENI

Podminky skladovani a manipulace

e Po obdrzeni skladujte v3echny komponenty soupravy pfi teploté
pod -20 °C.

e Assay je citliva na svétlo, omezte manipulaci na svétle na nejkratsi
moznou dobu.

e Reagencie jsou ureny pro praci pii laboratorni teploté.

e Jednotlivé komponenty soupravy rozmrazte aznovu zmrazte
maximalné 5x. Kompletni assay vzniklou po smichani Master Mix
OneStep Multi a Assay CoV-2 E-RdRP jiz nezmrazujte. Takto vznikla
smés je urCena na jedno pouZiti.

e Pii dodrzeni uvedenych podminek je souprava stabilni az do data
expirace, které je uvedeno na Stitku krabicky.

Bezpectnostni opatieni

o Souprava je urCena pouze pro profesionalni pouziti.

e Pfi praci s RT-qPCR reagenciemi a materialem noste vzdy laboratorni
odév a ochranné rukavice.

e V pfipadé potfisnéni pokozky nebo zasaZeni o¢i reagenciemi oplachnéte
postizené misto pod tekouci vodou.

Instrukce pro pouziti

e Vidy pouZivejte verzi manualu, kterd je soucasti soupravy. Cislo
odpovidajici verze je vyznaCeno na Stitku uvniti krabicky.

e Nevhodné zachdzeni s reagenciemi ¢i Upravy pracovniho postupu mohou
negativné ovlivnit vysledky, proto je tfeba strikiné dodrzovat pipetované
objemy, inkubacni doby a teplotni podminky dle uvedenych instrukci.

e Dodrzujte expiratni dobu soupravy uvedenou na Stitku krabicky.

e Nekombinujte komponenty z rliznych $arzi souprav.

e V pripadé, ze je po doruceni néktera z komponent soupravy poskozena,
nepouzivejte ji aneprodlené kontaktujte vyrobce. Uschovejte pro
pfipadnou reklamaci.

e Pouzivejte kalibrované pipety a pfistroje.

e Likvidaci veSkerého odpadu provadéjte dle platnych pravnich pfedpisd.
Vnéjsi obal je vyroben z papiru, vnitfni vysek z polyuretanu a zkumavky
z polypropylénu. Sreagenciemi lze zachazet jako sbéznym odpadem.
Konecny produkt PCR analyzy likvidujte zpdsobem zohledrujicim riziko
kontaminace prostor.

Opatieni k predchazeni kontaminace

e Vyhradte prostory, vybaveni, material a ochranné pomicky pro izolaci
DNA/RNA z klinického materialu a jiné pro pfipravu RT-qPCR reakci.

o Vyménite si rukavice a laboratorni odév, kdykoli mate podezieni, Ze jsou

kontaminovany.

Nikdy neotvirejte amplifikovany PCR produkt v misté pfipravy PCR reakci.

Reagencie nechavejte oteviené jen po dobu nezbytnou k pfipravé PCR

reakci.

Pfi pipetovani pouzivejte 3picky s filtrem.

Pii pripravé reakce je tfeba vénovat pozornost tomu, aby standardy

nekontaminovaly Zadnou dalsi soucast soupravy nebo ostatni vzorky.

Tomu se lze vyhnout uzavienim viech zkumavek pfed manipulaci se

standardy.

e Pro fedéni vzork(i pouzivejte ultracistou vodu. Za timto UCelem je mozno
vyuzit Deionized Water, ktera je soucasti soupravy.
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SYMBOLY POUZITE NA NALEPKACH

Cislo Sarze

Datum expirace

Skladovani pfi doporucené teploté

<R g~ g

Obsahuje

Vyrobce

Pocet testll
PRODUKTOVA RADA
gb Sarbeco E (primary test) Kat. €. 3227
gb SARS-CoV-2 RdRP (confirmation test) Kat. ¢. 3228
gb Sarbeco N (primary test) Kat. ¢. 3229
gb SARS-CoV-2 N (confirmation test) Kat. ¢. 3230
gb Human B2M mRNA Kat. ¢. 3153
REFERENCE

Pfi pouziti soupravy se fidte manualem vyrobce daného cykléru. Seznam
cyklérd, na kterych byly testovany vykonnostni parametry soupravy, je
dostupny na webovych strankach vyrobce.

Pokud potfebujete dopliujici informace, kontaktujte nas na e-mailové
adrese  info@generi-biotech.com nebo na telefonnim  Cisle
+420 495 056 314. Daldi informace ziskate také na naSich webovych
strankach www.generi-biotech.com.

GENERI BIOTECH s.r.o.

Machkova 587/42

CZ-500 11, Hradec Kralové 11 - Trebe$
CZECH REPUBLIC
www.generi-biotech.com

tel.: +420 495 056 314

e-mail: info@generi-biotech.com

Verze manualu: 1.4
Datum posledni revize: 25. 8. 2020
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